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RESUMO 

 

Perdiza, M. Avaliação da contaminação microbiana de aparelhos ortodônticos removíveis, 
com e sem utilização de agente antimicrobiano, pela técnica Checkerboard DNA-DNA 
Hybridization – Estudo clínico randomizado. [dissertação]. Ribeirão Preto: FORP – 
Universidade de São Paulo; 2009. 
 
O objetivo do presente estudo clínico randomizado foi avaliar in vivo, por meio da técnica de 
biologia molecular Checkerboard DNA-DNA Hybridization: 1) A contaminação de aparelhos 
ortodônticos removíveis por 40 espécies bacterianas; 2) A eficácia da utilização do gluconato 
de clorexidina a 0,12% (Periogard®) sobre microrganismos cariogênicos; e 3) A eficácia da 
utilização do gluconato de clorexidina a 0,12% (Periogard®) sobre microrganismos 
periodontopatogênicos dos complexos laranja e vermelho. Participaram do estudo 20 
pacientes de 7 a 11 anos de idade, em tratamento com aparelhos ortodônticos removíveis. O 
estudo constou de 2 etapas, com intervalo de 15 dias entre cada uma, de forma que todos 
os pacientes participassem tanto do grupo controle, quanto do grupo experimental. Em cada 
etapa os pacientes receberam um novo aparelho (totalizando 2 aparelhos por indivíduo) e 
um frasco plástico contendo a solução a ser borrifada sobre os aparelhos, porém os 
indivíduos não sabiam qual solução estavam utilizando. Os aparelhos foram utilizados em 
período integral, inclusive à noite, sendo removidos apenas durante as refeições Os 
pacientes do Grupo Controle foram orientados a usar solução placebo, sob a forma de spray, 
2 vezes por semana, por 7 dias. Os pacientes do Grupo Experimental foram orientados a 
usar solução à base de gluconato de clorexidina a 0,12% (Periogard®) sob a forma de spray, 
da mesma forma que o grupo Controle. Decorridos 7 dias, os aparelhos de cada etapa foram 
removidos e processados para detecção de 40 espécies bacterianas, incluindo 
microrganismos cariogênicos e periodontopatogênicos, pela técnica Checkerboard DNA-DNA 
Hybridization. Os resultados obtidos foram analisados por meio do teste não-paramétrico de 
Wilcoxon, utilizando o software SAS (Statistical Analysis System). O nível de significância 
adotado foi de 5%. De acordo com os resultados obtidos observou-se que os aparelhos 
ortodônticos removíveis dos pacientes do grupo controle estavam densamente contaminados 
pelos microrganismos avaliados. A maioria das sondas utilizadas estava presente nas 
amostras desse grupo, sendo que S. sanguinis, S. oralis, S. gordonii e E. corrodens 
ocorreram em 100% dos aparelhos. Dentre os microrganismos cariogênicos, S. mutans e S. 
sobrinus foram encontrados em maiores quantidades que L. acidophilus e L. casei. As 
bactérias periodontopatogênicas pertencentes ao complexo vermelho foram evidenciadas em 
maiores quantidades que as pertencentes ao complexo laranja. Dentre os demais complexos 
não associados com patologias específicas, o complexo roxo apresentou-se em maiores 
quantidades, estando presente em 34% das amostras. Após o uso de spray com gluconato 
de clorexidina a 0,12%, observou-se uma diminuição significante dos microrganismos 
cariogênicos (S.mutans e S. sobrinus e L. acidophilus) nos aparelhos ortodônticos removíveis 
(p<0,05). Observou-se também uma diminuição significante de todos os microrganismos 
periodontopatogênicos dos complexos laranja e vermelho (p<0,05), em relação ao grupo 
controle, com exceção apenas do T. socranskii. Conclui-se que os aparelhos ortodônticos 
removíveis encontraram-se multicolonizados por diversas espécies bacterianas e que a 
clorexidina, utilizada duas vezes por semana sob a forma de spray, foi eficaz na redução dos 
níveis de microrganismos cariogênicos e periodontopatogênicos dos complexos laranja e 
vermelho, nesses aparelhos. 
 
Palavras-chave: Checkerboard DNA-DNA Hybridization, Clorexidina, Aparelhos ortodônticos 
removíveis, Desinfecção, Biologia Molecular. 
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ABSTRACT 
 

Perdiza, M. Detection of microbial contamination of removable orthodontic appliances with or 
without use of antimicrobial agent, by the Checkerboard DNA-DNA Hybridization, – A 
randomized clinical study. [Dissertação]. Ribeirão Preto: FORP – Universidade de São Paulo; 
2009. 
 
Using the Checkerboard DNA-DNA Hybridization biomolecular technique, this randomized 
clinical study evaluated: 1) the contamination of removable orthodontic appliances by 40 
bacterial species; 2) the efficacy of 0.12% chlorhexidine gluconate (Periogard®) spray 
against cariogenic microorganisms;and 3) the efficacy of 0.12% chlorhexidine gluconate 
spray against periodontopathogenic microorganisms of the orange and red complexes. 
Twenty 7-11-year-old patients under treatment with removable orthodontic appliances were 
enrolled. The study had two phases, with a 15-day interval between them, in such a way 
that patients participated both in the control and in the experimental group. In each phase, 
the patients received a new appliance (total of 2 appliances per patient) and a bottle 
containing a solution to be sprayed onto the appliances, but they were blinded to whether it 
was a placebo solution or an antimicrobial agent. The patients were instructed to wear the 
appliances full-time, even at night, removing only at meals. The patients in the control and 
experimental groups were instructed to spray the placebo or the 0.12% chlorhexidine 
gluconate-based solution (Periogard®), respectively, onto the appliances twice a week during 
7 days. After this period, the appliances of each phase were collected and processed for 
detection of 40 bacterial species, including cariogenic and periodontopathogenic 
microorganisms by the Checkerboard DNA-DNA Hybridization technique. Data were analyzed 
statistically by the non-parametric Wilcoxon test using the SAS software (Statistical Analysis 
System) at 5% significance level. The results showed that the removable orthodontic 
appliances of the patients in the control group were heavily contaminated by the target 
microorganisms. Most bacterial probes used were present in the control samples, S. 
sanguinis, S. oralis, S. gordonii and E. corrodens being detected in 100% of the appliances. 
Among the cariogenic microorganisms, S. mutans and S. sobrinus were found in larger 
numbers than L. acidophilus and L. casei. The number of red complex periodontopathogenic 
bacteria was larger than that of orange complex periodontopathogenic bacteria. Among the 
other bacterial complexes not associated with specific pathologies, purple complex bacteria 
were present in larger numbers, being detected in 34% of the samples. After use of the 
0.12% chlorhexidine gluconate spray, the number of the cariogenic microorganisms 
(S.mutans, S. sobrinus and L. acidophilus) decreased significantly in the removable 
orthodontic appliances (p<0,05). There was also a significant decrease in the numbers of all 
periodontopathogenic microorganisms of the orange and red complexes (p<0,05), compared 
to the control group, except for T. socranskii. In conclusion, the removable orthodontic 
appliances were multicolonized by several bacterial species, and the use of chlorhexidine 
spray twice a week was effective in reducing the levels of cariogenic and 
periodontopathogenic microorganisms of the orange and red complexes.  

 
Key Words: Checkerboard DNA-DNA Hybridization, Chlorhexidine, Removable orthodontic 
appliances, Disinfection, Molecular Biology. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A cavidade bucal é um ecossistema bastante diversificado, com mais de 

600 espécies microbianas colonizando as diferentes superfícies que a compõem 

(Papaioannou et al., 2009), as quais coexistem em equilíbrio com o hospedeiro em 

condições de normalidade (Fejerskov e Kidd, 2005). No entanto, quando ocorrem 

modificações nesse ambiente, a microbiota também sofre alterações, resultando em 

desequilíbrio na homeostase e possibilidade do desenvolvimento de doenças (Marsh, 

2006). 

O tratamento ortodôntico por meio do uso de aparelhos fixos e 

removíveis ocasiona alterações específicas no meio bucal (Anhoury et al., 2002; Lee 

et al., 2005; Brusca et al., 2007), incluindo redução do pH, aumento no acúmulo de 

biofilme dental (Gorelick et al., 1982; Naranjo et al., 2006) e elevação dos níveis 

salivares de microrganismos (Mattingly et al., 1983; Rosenbloom e Tinanoff, 1991; 

Leung et al., 2006; Sari e Birinci, 2007). Esse fato ocorre pois os aparelhos 

ortodônticos são compostos por uma variedade de materiais sólidos e elásticos 

(Steinberg e Eyal, 2004), com superfícies irregulares incluindo bráquetes, acrílico, 

bandas, fios e outros acessórios, as quais funcionam como áreas de retenção de 

biofilme bacteriano (Leung et al., 2006; Lessa et al., 2007; Bagatin-Rossi, 2007; Ahn 

et al., 2007; Magno et al., 2008). Além disso, dificultam a higienização (Olympio et 

al., 2006; Faltermeier et al., 2008) e limitam a ocorrência da auto-limpeza mecânica 

ocasionada pela saliva e pela movimentação da musculatura (Rosenbloom e 

Tinanoff, 1991). 

Na literatura específica, poucos estudos têm avaliado a contaminação 

bacteriana de aparelhos ortodônticos removíveis (Diedrich, 1989; Amitha e Munshi, 

1995; Brook e Gober, 1998; Batoni et al., 2001; Lessa et al., 2007; Peixoto et al., 

2009). O uso desses aparelhos para pequenos movimentos dentários, contenção e 

terapia miofuncional, resulta em um maior acúmulo de biofilme dental sobre 

superfícies e sítios retentivos de grampos, molas e base acrílica (Nyvad, 1993; Batoni 

et al., 2001; Lessa et al.,2007; Peixoto et al., 2009). Posteriormente, há alteração na 

microbiota bucal, pois as superfícies de qualquer aparelho usado na boca, por um 
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determinado período, torna-se colonizado por microrganismos (Houston e Isaacson, 

1980). 

O maior acúmulo de microrganismos, com elevação dos seus níveis 

salivares e maior deposição do biofilme após instalação de aparelhos ortodônticos, 

implica no aumento do risco à cárie dental e à doença periodontal (Ärtun e 

Brobakken, 1986; Anhoury et al., 2002; Naranjo et al., 2006; Sudjalim et al., 2007; 

Consolaro e Consolaro, 2008; Lo et al., 2008), com possibilidade da ocorrência de 

alterações inflamatórias na mucosa, particularmente do palato (Martins-Ortiz et al., 

2003), além de invasão de células da mucosa por microrganismos (Leung et al., 

2006). 

Os microrganismos se organizam sob a forma de biofilme, podendo se 

aderir aos aparelhos ortodônticos removíveis, particularmente sobre a superfície de 

acrílico dos mesmos, a qual se apresenta com inúmeras porosidades que podem 

atuar como nichos para a colonização bacteriana (Morgan e Wilson, 2000; Martins-

Ortiz et al., 2004; Lessa et al., 2007). 

Em Ortodontia, a contaminação microbiana da superfície de 

componentes específicos de aparelhos ortodônticos fixos e removíveis tem sido 

avaliada empregando, na maioria das vezes, técnicas de cultura microbiana (Brook e 

Gober, 1998; Batoni et al., 2001; Brêtas et al., 2005; Papaioannou et al., 2007; 

Lessa et al., 2007; Brusca et al., 2007; Bagatin-Rossi, 2007; Magno et al. 2008; 

Maruo et al., 2008; Peixoto et al., 2009). Além disso, os estudos têm enfocado, 

particularmente, os microrganismos cariogênicos (Batoni et al., 2001; Steinberg e 

Eyal, 2004; Brêtas et al., 2005; Brusca et al., 2007; Ahn et al., 2007; Lessa et al., 

2007; Bagatin-Rossi, 2007; Papaioannou et al., 2007; Lim et al., 2008; Magno et al., 

2008; Faltermeier et al., 2008; Maruo et al., 2008; Peixoto et al., 2009). 

Com relação aos microrganismos cariogênicos observa-se que, em 

humanos, os S. mutans são mais frequentemente isolados que os S. sobrinus 

(Loesche, 1986). Os S. sobrinus são mais sacarose-dependentes que os S. mutans 

(Gibbons et al., 1986) e apresentam maior capacidade de produção de ácidos (De 

Soet et al., 1989; Saito et al., 2009). Além disso, a coexistência de S. mutans e S. 

sobrinus parece ser um importante fator no desenvolvimento da cárie dental 

(Lindquist e Emilson, 1991), uma vez que quando ambas as espécies estão presentes 
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na cavidade bucal, evidencia-se maior experiência de cárie nos indivíduos que 

quando se detecta apenas S. mutans (Köhler e Bjarnason, 1987; Seki et al., 2006).  

Por outro lado, os Lactobacillus colonizam a cavidade bucal no primeiro 

ano de vida (Badet e Thebaud, 2008) e estão presentes na saliva, no dorso da 

língua, nas membranas mucosas, no palato duro e no biofilme dental (Socransky e 

Maganiello, 1971; Straetemans et al., 1998). A presença de Lactobacillus na cavidade 

bucal depende, dentre outros fatores, da presença de nichos ecológicos, como 

anfractuosidades dentais (Loesche et al., 1984; Badet e Thebaud, 2008), molares 

parcialmente irrompidos e acessórios ortodônticos (Sakamaki e Bahn, 1968; 

Meurman et al., 1987; Lundstrom e Krasse, 1987; Botha, 1993; Chang et al., 1999), 

os quais favorecem a retenção e o desenvolvimento desses microrganismos 

(Meurman et al., 1987; Tanzer et al., 2001).  

Uma forte correlação tem sido estabelecida entre os níveis de 

Lactobacillus e o desenvolvimento de lesões de cárie (Badet e Thebaud, 2008), em 

função da produção de ácidos, que reduzem o pH do meio (Rosen et al., 1968) e por 

apresentarem a capacidade de sobreviver em ambientes com pH ácido (Badet et al., 

2001), à semelhança do que ocorre com os S. mutans e S. sobrinus. 

Alguns autores têm relatado que o uso de aparelhos ortodônticos 

promove, também, o aumento de patógenos periodontais no biofilme supra (Sallum 

et al., 2004) e subgengival (Sallum et al., 2004; Lee et al., 2005; Thornberg et al., 

2009), os quais estão diretamente relacionados com a inflamação gengival 

observada com frequência durante o tratamento ortodôntico (Sallum et al., 2004, 

Lee et al., 2005). Em 2008, Haffajee et al. dividiram os microrganismos encontrados 

no biofilme supragengival nos chamados “complexos microbianos” laranja, vermelho, 

amarelo, verde e roxo, e grupo dos Actinomyces. De acordo com esses autores, os 

microrganismos pertencentes aos complexos vermelho e laranja estão altamente 

associados com a doença periodontal. 

No entanto, o maior acúmulo de microrganismos na cavidade bucal não 

implica apenas no aumento do risco a doenças como a cárie dental e a doença 

periodontal (Anhoury et al.,2002; Lo et al., 2008) mas também na possível 

ocorrência de complicações sistêmicas (Li et al.,2000; Marques da Silva et al., 2005; 

Gurenlian, 2009; Higashi et al., 2009). 
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Considerando que determinados procedimentos ortodônticos podem 

levar a bacteriemias transitórias (Lucas et al., 2002; Rosa et al., 2005; Gurel et al., 

2009), cuidados adicionais tornam-se necessários, como o uso de agentes 

antimicrobianos durante o tratamento ortodôntico, ou até mesmo a necessidade de 

antibioticoterapia profilática em casos específicos, para preservar a saúde geral do 

paciente, principalmente daqueles com algum comprometimento sistêmico (Lucas et 

al., 2002; Rosa et al., 2005). 

Apesar do exposto, deve-se ressaltar que nunca houve uma análise das 

conseqüências sistêmicas do uso de aparelhos contaminados por longos períodos de 

tempo. Na realidade, na prática clínica da Ortodontia sequer valoriza-se, registra-se 

ou mensura-se um provável aumento na ocorrência primária ou recorrente de 

gripes, resfriados, candidoses, irritações da mucosa, amidalites e outras infecções 

oportunistas durante o tratamento ortodôntico (Martins-Ortiz et al., 2004). 

Nos últimos anos, com o advento das novas técnicas de biologia 

molecular, avanços ocorreram na área da Microbiologia, tornando possível a 

identificação de espécies bacterianas de maneira mais confiável, por meio de sondas 

de DNA. Dentre as técnicas de biologia molecular destaca-se a técnica Checkerboard 

DNA-DNA Hybridization, preconizada por Sockransky, em 1994, e empregada em 

Odontologia nas áreas de Periodontia (Teles et al., 2008; Matarazzo et al., 2008; 

Ioannou et al., 2009; Adriaens et al., 2009), Endodontia (Vianna et al., 2008; 

Siqueira e Rôças, 2009), Implantodontia (Máximo et al., 2009; Nascimento et al., 

2009), Odontopediatria (Ruviére et al., 2007; Youravong et al., 2007; Gizani et al., 

2009) e Cariologia (Filoche et al., 2008; Papaioannou et al., 2009), entre outras. 

A técnica Checkerboard DNA-DNA Hybridization é um método de 

diagnóstico que oferece vantagens em relação aos métodos tradicionais de cultura 

microbiana, incluindo a detecção de microrganismos de desenvolvimento lento, 

nutricionalmente exigentes ou fastidiosos, além da detecção da microbiota não 

cultivável. É também um método mais rápido que o empregado na técnica da reação 

em cadeia da polimerase (PCR), pois utiliza várias sondas de DNA de uma única vez 

(Siqueira et al., 2000; Moraes et al., 2002). 

Na área da Ortodontia, a técnica de biologia molecular Checkerboard 

DNA-DNA Hybridization foi empregada, até o momento, em apenas um estudo piloto 
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efetuado por Anhoury et al. (2002), para avaliar a contaminação bacteriana de 

bráquetes metálicos e cerâmicos. 

Por outro lado, para a prevenção e controle da instalação de processos 

patológicos na cavidade bucal, embora os métodos de higiene bucal nos pacientes 

portadores de aparelhos ortodônticos devam ser enfatizados (Naranjo et al., 2006; 

Lim et al., 2008), em crianças, jovens e idosos a destreza manual e o cuidado com a 

higiene bucal, na maior parte das vezes, são fatores que comprometem o controle 

mecânico do biofilme (Dills et al., 1988). Adicionalmente, a escovação é ineficaz na 

remoção de microrganismos das áreas retentivas dos aparelhos (Diedrich, 1989) e, 

segundo Smiech-Slombowska e Jablonska-Zrobek (2007), embora a escovação e o 

uso do fio dental sejam de fundamental importância, essas medidas não reduzem os 

níveis salivares de S.mutans e de Lactobacillus, em pacientes portadores de 

aparelhos ortodônticos. 

Em função disso, vários autores têm preconizado o uso de agentes 

antimicrobianos, principalmente sob a forma de bochechos, sprays ou vernizes, 

como coadjuvantes no controle do biofilme dental e do biofilme dos aparelhos 

ortodônticos (Fardal e Turnbull, 1986; Brightman et al., 1991; Amitha e Munshi, 

1995; Lessa et al., 2007; Sari e Birinci, 2007; Bagatin-Rossi, 2007; Maruo et al., 

2008; Alves et al., 2008; Derks et al., 2008; Peixoto et al., 2009). Um enfoque 

especial tem sido dado à clorexidina, considerada o antimicrobiano “padrão ouro”, 

quando comparada aos demais agentes disponíveis no comércio especializado 

(Mosrefi, 2002).  

No entanto, até o momento, não há estudos publicados avaliando a 

composição da microbiota de aparelhos ortodônticos removíveis, com e sem o uso 

de agentes antimicrobianos, empregando técnicas de biologia molecular como o 

Checkerboard DNA-DNA Hybridization. 
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2 PROPOSIÇÃO 

 

O objetivo do presente estudo clínico duplo-cego cruzado e placebo-

controlado foi avaliar in vivo, por meio da técnica de biologia molecular 

Checkerboard DNA-DNA Hybridization, em aparelhos ortodônticos removíveis de 

crianças: 

- A ocorrência de 40 espécies de microrganismos, por meio de sondas 

de DNA, uma semana após sua instalação na cavidade bucal. 

- A eficácia da utilização do gluconato de clorexidina a 0,12% 

(Periogard®), sob a forma de spray, na redução da contaminação por 4 espécies de 

microrganismos cariogênicos. 

- A eficácia da utilização do gluconato de clorexidina a 0,12% 

(Periogard®), sob a forma de spray, na redução da contaminação por 17 espécies de 

microrganismos periodontopatogênicos dos complexos laranja e vermelho. 
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3 Material E Método 

 

3.1 Seleção da amostra 

 

Após a aprovação do projeto pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

envolvendo Seres Humanos da Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto da 

Universidade de São Paulo (processo n° 2008.1.163.58.8 – Anexo A) foi obtido o 

consentimento livre e esclarecido dos responsáveis que fizeram parte da pesquisa. 

Foram selecionados 20 pacientes de 7 a 11 anos de idade (média de 9 anos), de 

ambos os gêneros, com dentição mista, que compareceram na clínica de Ortodontia 

do Departamento de Clínica Infantil, Odontologia Preventiva e Social - Faculdade de 

Odontologia de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, necessitando de 

tratamento empregando aparelhos ortodônticos removíveis. 

Esses indivíduos não poderiam ter feito uso de antibióticos e/ou 

bochechos com soluções antimicrobianas por um período mínimo de 3 meses, 

previamente ao início da pesquisa. Além disso, deveriam apresentar boa saúde geral, 

verificada por meio de anamnese detalhada, não devendo apresentar, no momento 

da realização da pesquisa, alterações sistêmicas significativas que pudessem 

interferir na realização do estudo. 

 

3.2 Divisão dos grupos experimentais (randomização) 

 

Os 20 pacientes selecionados foram aleatoriamente divididos em dois 

grupos (Controle e Experimental) de 10 pacientes cada, com o auxílio do programa 

SAS (Statistical Analysis System) for Windows versão 9.1.3.(SAS Institute Inc, Cary, 

NC, USA) seguindo o protocolo “cross-over” randômico. 

Os pacientes selecionados foram moldados com alginato Jeltrate 

(Dentsply Indústria e Comércio, Petrópolis, Brasil) utilizando-se moldeira ortodôntica. 

Após a desinfecção da moldagem com spray de hipoclorito de sódio a 1%, por 10 

minutos, os moldes foram vazados com gesso pedra branco tipo  especial 

(Empresa e Indústria Gesso Mossoró SA, Rio de Janeiro, Brasil), obtendo-se os 

modelos de gesso. 
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3.3 Confecção dos aparelhos ortodônticos 

 

Foram confeccionados aparelhos ortodônticos, compostos por uma 

placa de resina e grampos confeccionados de fios de aço inoxidável Remanium 

0,7mm (Dentaurum, Germany) com ancoragem nos dentes posteriores (primeiros 

molares permanentes). O modelo de gesso foi isolado com Cel-Lac (S.S. White 

Artigos Odontológicos, Rio de Janeiro, Brasil) para a aplicação da resina acrílica 

autopolimerizável Ortoclass (Artigos Odontológicos Clássicos Ltda., São Paulo, 

Brasil), seguindo a proporção monômero/polímero recomendada pelo fabricante. O 

modelo foi, então, colocado em panela sob pressão (Polimerizador para acrílico- VH 

Softiline, Araraquara, Brasil) durante 15 minutos, para evitar a formação de bolhas 

durante a polimerização.  

Em seguida, foi realizado o recorte e acabamento do aparelho, 

utilizando fresa de tungstênio em motor com peça de mão para baixa rotação. Para 

acabamento e regularização da superfície, foram utilizadas lixas para madeira nº 180 

e lixas d’água nº 400 e 600, montadas em mandris e motor de baixa rotação com 

peça de mão. O polimento do aparelho foi realizado inicialmente com uma escova de 

pêlos em forma de roda, montada em torno para polimento, utilizando-se baixa 

velocidade e uma pasta de pedra-pomes em pó e água, seguido de uma roda de 

tecido. O aparelho foi lavado com água e sabão para eliminar o excesso de pedra- 

pomes. O acabamento final foi realizado em polidora química (PQ 9000 Termotron, 

Piracicaba, Brasil) aumentando, assim, o brilho e a lisura da superfície do acrílico. 

 

3.4 Instalação dos aparelhos ortodônticos removíveis e procedimentos 

experimentais 

 

Os pacientes receberam instruções de higiene bucal, sendo orientados 

a escovar os dentes e o aparelho 3 vezes ao dia com a escova dental Professional® 

(Colgate-Palmolive Indústria e Comércio Ltda, SP, Brazil) e dentifrício fluoretado 

Colgate Máxima Proteção Anticáries® (Colgate-Palmolive Indústria e Comércio Ltda, 

SP, Brazil), oferecidos pelos pesquisadores durante o período do experimento. Para 
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cada aparelho utilizado foi fornecido um borrifador de 100 ml contendo a solução 

indicada para aquele paciente. 

A fim de minimizar a interferência de fatores de confusão nos 

resultados obtidos, na primeira etapa do estudo 10 pacientes usaram os aparelhos 

removíveis, constituídos por placas de resina acrílica e grampos de retenção, por um 

período de 1 semana, sendo orientados a utilizar dentifrício fluoretado para 

escovação dental diária e a não utilizar agentes antimicrobianos, borrifando o 

aparelho com solução placebo manipulada (Farmácia de manipulação Doce Erva, 

Ribeirão Preto, Brasil) com cor, sabor e composição semelhantes ao Periogard® 

(glicerina 10 %, polissorbato 0,5%, essência de menta 0,05%, sacarina 0,05%, 

corante azul 1 x 0,25% e água destilada qsp 1000 ml), porém sem adição de 

clorexidina em sua composição, sob a forma de spray à noite, no 4º e 7º dias após a 

instalação do aparelho (Grupo Controle). Os outros 10 pacientes foram orientados, 

além da escovação diária com dentifrício fluoretado, a efetuar a desinfecção do 

aparelho removível, por meio do uso de spray de Gluconato de clorexidina a 0,12% 

(Periogard® – Colgate-Palmolive Indústria e Comércio Ltda, SP, Brasil), à noite, no 4º 

e 7º dias após a instalação do aparelho (Grupo Experimental), como sugerido por 

Peixoto et al. (2009). No 8º dia, os aparelhos foram recolhidos, para processamento 

e análise.  

Após um período de wash out de 15 dias, os pacientes receberam 

novos aparelhos, sendo que os pacientes que participaram do Grupo Controle foram 

submetidos ao protocolo do Grupo Experimental e vice-versa, totalizando, ao final do 

estudo, 20 aparelhos sem uso de solução antimicrobiana (Grupo Controle) e 20 

aparelhos com o uso de solução antimicrobiana (Grupo Experimental).  

Portanto, cada paciente utilizou dois aparelhos ortodônticos, de tal 

modo que, em momentos diferentes, os 20 pacientes participaram de ambos os 

grupos (Controle e Experimental). 

As soluções empregadas para a realização da desinfecção nos grupos 

Controle e Experimental foram acondicionadas em frascos de plástico de 120 ml e 

fornecidas aos pacientes no mesmo dia da colocação do aparelho ortodôntico 

removível. Os pacientes não tiveram conhecimento de qual das duas soluções 
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(placebo ou antimicrobiana) estavam utilizando, quando estavam efetuando a 

desinfecção dos aparelhos. 

Todos os procedimentos clínicos foram realizados por um único 

operador (cirurgião-dentista). 

 

3.5 Processamento das amostras dos aparelhos ortodônticos removíveis  

 

Cada aparelho ortodôntico removível foi cortado em três partes (figura 

1 A e B) e colocado em um coletor universal esterilizado de 100 ml (Pleion Indústria 

e Comércio de Plásticos Ltda, Barueri, São Paulo - figura C) onde foi adicionado 9 ml 

de solução tampão TE (pH=7,6) e 6 ml de NaOH a 0,5 M, (figura D e E) codificados 

e agitados em aparelho Mixtron (Toptronix, São Paulo, Brasil – figura F) em 

velocidade máxima, durante 30 segundos, para dessorção do material. A seguir, as 

partes do aparelho ortodôntico foram removidas com pinça clínica esterilizada (figura 

G) e a solução contendo a suspensão bacteriana foi transferida para um tubo 

Corning de 15 ml (Hexasystens, São Paulo, Brasil - figura H). As amostras foram 

centrifugadas a 12000 rpm durante 12 minutos (Ependorff-5810R, São Paulo, Brasil). 

O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspendido em 150 ul de TE e 

100 ul de NaOH, sendo a suspensão novamente agitada por 30 segundos e 

congelada a –20OC para que, oportunamente, fossem submetidas à técnica 

Checkerboard DNA-DNA Hybridization . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 1 - Processamento das amostras dos aparelhos ortodônticos removíveis 

A, B - Remoção do aparelho ortodôntico removível e divisão em três partes. 

C, D, E-  Transferência do aparelho ortodôntico removível para o coletor universal  onde 
foi adicionado 9 ml de solução tampão TE e 6 ml de NaOH a 0,5 M.  

F - Agitação em aparelho Mixtron (Toptronix), durante 30 segundos, para dessorção 
do material. 

G - Remoção do aparelho com pinça clínica estéril e transferência da suspensão 

bacteriana obtida para o tubo corning de 15 ml. 

H- Tubos Corning contendo as amostras. 
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3.6 Procedimentos laboratoriais 

 

Cepas bacterianas e condições de crescimento 

O processamento/análise das amostras foi realizado no Laboratório de 

Pesquisa em Odontologia II, Microbiologia, Imunologia e Biologia Molecular da 

Universidade de Guarulhos - SP. 

A relação das 40 cepas bacterianas utilizadas neste estudo para o 

preparo das sondas de DNA está apresentada na Tabela 1. As cepas foram 

adquiridas liofilizadas da ATCC (Americam Type Culture Collection, Rockville, MD, 

EUA) ou do Forsyth Institute (Boston, MA, EUA). O conteúdo liofilizado foi 

rehidratado em caldo para crescimento de Mycoplasma (Difco Laboratories, Detroit, 

MI, EUA) e cultivado em ágar-triptose de soja (Difco) contendo 5% de sangue 

desfibrinado de ovelha (BBL, Baltimore Biological Laboratories, Cockeysville, MD, 

EUA) a 35ºC sob condição de anaerobiose (80% N2, 10% CO2, 10% H2). Algumas 

bactérias foram cultivadas em meios de cultura enriquecidos de forma a suprir suas 

necessidades nutricionais. T. forsythia, por exemplo, foi cultivada em ágar-triptose 

de soja com 5% de sangue desfibrilado de ovelha e 10 μg/ml de ácido N-acetil 

murâmico (NAM) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA),  enquanto P. gingivalis 

cresceu em um meio similar, suplementado com 5% de sangue desfibrilado de 

ovelha, 0,3 μg/ml de menadiona (Sigma) e 5 μg/ml de hemina (Sigma). As espécies 

T. denticola e T. socranskii foram cultivadas em caldo para crescimento de 

Mycoplasma suplementado com 1 mg/ml de glicose (Sigma), 400 μg/ml de 

niacinamida (Sigma), 150 μg/ml de espermina tetraidroclorídrica (Sigma), 20 μg/ml 

de isobutirato de sódio  (ICN, Costa Mesa, CA, EUA), 1 mg/ml de L-cisteína (Sigma), 

5 μg/ml de tiamina pirofosfato (Sigma) e 0,5% de soro bovino (Laborclin, São José 

dos Pinhais, PR, Brasil). 
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Tabela 1 - Cepas bacterianas empregadas para a obtenção das sondas de DNA 

Microrganismo Cepa 

Bactérias cariogênicas  

Streptococcus mutans  25175 a 
Streptococcus sobrinus 33748 a 
Lactobacillus acidophilus 4356 a 
Lactobacillus casei  393 a 

Grupo dos Actinomyces  

Actinomyces gerencseriae 23860 a 
Actinomyces israelii 12102 a 
Actinomyces naeslundii I 12104 a 
Actinomyces naeslundii II 43146 a 
Actinomyces odontolyticus I 17929 a 

Complexo roxo  

Veillonella parvula 10790 a 

Complexo amarelo  

Aggregatibacter actinomycetemcomitans a + b 
43718 a 

29523 a 
Leptotrichia buccalis 14201 a 

Propionibacterium acnes I + II 
11827 a 
11828 a 

Streptococcus anginosus 33397 a 
Streptococcus constellatus 27823 a 
Streptococcus gordonii 10558 a 
Streptococcus intermedius 27335 a 
Streptococcus mitis 49456 a 
Streptococcus oralis 35037 a 
Streptococcus sanguinis 10556 a 

Complexo verde  

Capnocytophaga gingivalis 33624 a 
Capnocytophaga sputigena 33612 a 
Eikenella corrodens 23834 a 

Complexo laranja  

Campylobacter gracilis 33236 a 
Campylobacter rectus 33238 a 
Campylobacter showae 51146 a 
Capnocytophaga ochracea 33596 a 
Fusobacterium nucleatum ss nucleatum 25586 a 
Fusobacterium nucleatum ss vincentii 49256 a 
Fusobacterium nucleatum ss polymorphum 10953 a 
Fusobacterium periodonticum 33693 a 
Prevotella intermédia 25611 a 
Prevotella melaninogenica 25845 a 
Prevotella nigrescens 33563 a 
Selenomonas noxia 43541 a 

Complexo vermelho  

Eubacterium nodatum 33099 a 
Porphyromonas gingivalis 33277 a 
Tannerella forsythia 43037 a 
Treponema denticola B1 b 
Treponema socranskii  S1 b 

As espécies foram agrupadas de acordo com os complexos microbianos e Grupo dos Actinomyces 
 descritos por Haffajee et al. (2008) e bactérias cariogênicas. 
a ATCC (American Type Culture Collection). 
b Forsyth Institute, Boston, MA. 
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Isolamento do DNA e preparo das sondas 

As cepas bacterianas foram cultivadas em anaerobiose no meio ágar-

sangue, por 3 a 7 dias. As colônias foram raspadas e depositadas em tubos plásticos 

para microcentrífuga de 1,5 ml contendo 1 ml de solução TE (pH 7,6). As células 

foram lavadas 2 vezes por centrifugação na solução-tampão de TE por 10 minutos. 

Em seguida, os sedimentos bacterianos das cepas Gram-negativas foram novamente 

suspensos e lisados com SDS (dodecilsulfato de sódio, C12H25NaO4S, Labsynth) a 

10% e proteinase K (Sigma) em uma concentração de 20 mg/ml. Os sedimentos das 

cepas de bactérias Gram-positivas foram lisados em 150 µl de uma mistura 

enzimática contendo 15 mg/ml de lisozima (Sigma) e 5 mg/ml de acromopeptidase 

(Sigma) em solução tampão TE (pH 8,0). O DNA foi isolado e purificado como 

descrito por Smith et al. (1989). As sondas genômicas foram preparadas para cada 

uma das 40 espécies pela marcação de 1 μg do DNA bacteriano com digoxigenina, 

por meio do Random Primer Digoxigenin Labeling Kit (Roche Diagnostics, 

Indianápolis, IN, EUA), de acordo com o método descrito por Feinberg e Vogelstein 

(1983). 

 

Checkerboard DNA-DNA Hybridization  

As amostras oriundas dos aparelhos ortodônticos removíveis foram 

avaliadas utilizando-se a técnica Checkerboard DNA-DNA Hybridization, preconizada 

por Socransky et al., em 1994. As suspensões contidas nos tubos plásticos foram 

fervidas em banho-maria por 10 minutos (figura 2 A) e, em seguida, neutralizadas 

pela adição de 800 μl de acetato de amônia a 5 M (figura 2 B). Cada suspensão 

contendo o DNA livre das bactérias presentes nas amostras dos aparelhos 

ortodônticos removíveis foi depositada em uma das canaletas do aparelho Minislot 30 

(Immunetics, Cambridge, MA, EUA) e transferida para a membrana de nylon (15 x 

15 cm) com carga positiva (Boehringer Mannheim, Indianápolis, IN, USA – figura 2 

C, D e E). As duas últimas das 30 canaletas horizontais do Minislot foram usadas 

para a colocação dos controles, contendo uma mistura das espécies de 

microrganismos investigados pelas sondas, nas concentrações correspondentes a 105 

e 106 células, ou seja, 1 ng e 10 ng de DNA de cada espécie, respectivamente. A 
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membrana foi removida do Minislot 30 e o DNA nela concentrado foi fixado por 

aquecimento em forno a 120°C por 20 min (figura 2 F). 

A membrana foi pré-hibridada a 42C, por 1 hora, em uma solução 

contendo 50% formamida (Vetec Química Fina Ltda, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), 1% 

caseína (Vetec), 5 x solução salina citratada (SSC) [1 x SSC= 150mM NaCl (Vetec), 

15M de citrato de sódio (J.T.Baker, Edo. de Méx., México), pH 7,0], 25 mM de 

fosfato de sódio (Na2HPO4, Labsynth), pH 6,5 e 0,5 mg/ml de RNA de levedura 

(Sigma – figura 2 G). 

Em seguida a membrana foi posicionada no Miniblotter 45 (Immunetics, 

Cambridge, MA, EUA) com as linhas contendo o DNA das amostras e dos controles 

posicionadas perpendicularmente às canaletas do aparato (figura 2 H). Em cada 

canaleta do Miniblotter 45 foi adicionada uma sonda de DNA (Figura 2 I), diluída a 

aproximadamente 20 ηg/ml, em 130 l de solução de hibridação composta de 45% 

formamida, 5 x SSC, 20mM de Na2HPO4 (pH 6,5), 0,2 mg/ml de RNA de levedura, 

10% de sulfato de dextrano (Amersham) e 1% de caseína. Para a hibridação, 

aguardou-se um período mínimo de 20 horas, a 42C (figura 3 A). 

 

Detecção das espécies 

Após o período de hibridação, a membrana foi removida do Miniblotter 

45, lavada por 40 minutos a 65ºC numa solução de alta adstringência (solução 

tampão SSC a 0,4 M – figura 3 B) composta por 1% de SDS, 1 mM de EDTA e 20mM 

de Na2HPO4, a fim de remover sondas que não hibridaram completamente. Em 

seguida, a membrana foi imersa por 1 hora em uma solução contendo 1% de ácido 

maléico (C4H4O4, Vetec), 3 M NaCl, 0,2 M NaOH (Labsynth), 0,3% Tween 20 (Vetec), 

0,5% caseína, pH 8,0 (figura 3 C), e, em seguida, por 30 minutos, na mesma 

solução contendo o anticorpo anti-digoxigenina conjugado à fosfatase alcalina 

(Roche – figura 3 D) em uma concentração de 1:10.000. A membrana foi, então, 

lavada 2 vezes, por 20 minutos, em uma solução de 0,1 M de ácido maléico, 3 M de 

NaCl, 0,2 M de NaOH, 0,3% de Tween 20, pH 8,0 (figura 3 E), e 1 vez, por 5 

minutos, em uma solução de 0,1 M de Tris HCl, 0,1 M de NaCl, pH 9,5.  

 

 



 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 2 - Resumo das etapas da técnica Checkerboard DNA-DNA Hybridization. 

A - Fervura das amostras em banho-maria por 10 minutos.  

B - Neutralização das suspensões das amostras pela adição de 800 µL de acetato de 
amônia a 5 M. 

C - Minislot-30. 

D - Introdução da membrana de nylon (15 x 15 cm) e papéis de filtro no interior do 
Minislot-30. 

E - Deposição das amostras oriundas dos aparelhos ortodônticos removíveis nas 

canaletas do Minislot-30. 

F - Exposição da membrana à 120°C por 20 minutos, para fixação do DNA. 

G - Pré-Hibridização da membrana a 42°C por 1 hora. 

H - Introdução da membrana no Miniblotter-45 evidenciando as canaletas 
perpendiculares às linhas com o DNA das amostras. 

I - Preenchimento das canaletas do Miniblotter-45 com as sondas de DNA marcadas 
com digoxigenina. 

 

 

 

 

 

 

 





 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 3 - Resumo das etapas da técnica Checkerboard DNA-DNA Hybridization 
(continuação). 

A - Hibridização em buffer de Formamida a 42°C por 20 horas. 

B- Lavagem de alta adstringência em solução tampão SSC 0,4 M a 65°C por 40 
minutos, para a remoção das sondas que não hibridizaram completamente. 

C - Imersão por 1 hora em solução de bloqueio. 

D - Acréscimo do anticorpo anti-digoxigenina conjugado à fosfatase alcalina. 

E - Lavagem da membrana em solução específica para remoção de excessos do 
anticorpo. 

F - Incubação da membrana a 37°C, por 45 minutos, em solução CDP-Star™ 
Detection Reagent, contendo substrato para fosfatase alcalina. 

G - Cassete de autoradiografia contendo o filme radiográfico. 

H - Filme radiográfico com os sinais de quimioluminescência. 
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As figuras 4 e 5 representam, esquematicamente,  o Minislot 30 

(Immunetics, Cambridge, MA, EUA) e resumo da preparação e colocação das 

amostras na membrana de nylon (técnica Checkerboard DNA-DNA Hybridization), e  

o Miniblotter 45 (Immunetics, Cambridge, MA, EUA) e resumo das etapas de 

hibridação e detecção das espécies bacterianas presentes nas amostras (técnica 

Checkerboard DNA-DNA Hybridization). 

 

 
Figura 4 - Representação esquemática do Minislot 30 (Immunetics, Cambridge, MA, EUA) e resumo da 

preparação e colocação das amostras na membrana de nylon (técnica Checkerboard DNA-DNA 
Hybridization). 

 

 

Figura 5 - Representação esquemática do Miniblotter 45 (Immunetics, Cambridge, MA, EUA) e resumo das 
etapas de hibridação e detecção das espécies bacterianas presentes nas amostras (técnica 
Checkerboard DNA-DNA Hybridization). 



____________________________________________________________________Material e Método     33 

Para a detecção dos sinais de quimioluminiscência a membrana foi 

incubada por 45 minutos a 37°C em uma solução detectora contendo substrato para 

fosfatase alcalina, CDP-Star™ Detection Reagent (Amersham – Figura 3 F). Em 

seguida, a membrana foi colocada em um cassete de autoradiografia (Chassi 

Radiográfico 30 x 40 cm, Konex, São Paulo, SP, Brasil), sobre um filme radiográfico 

18 x 24 cm (Agfa Gevaert, NV, Bélgica) por, aproximadamente, 40 minutos (Figura 3 

G). O filme foi revelado manualmente pelo método convencional tempo-temperatura, 

de acordo com orientações do fabricante, empregando soluções Kodak (Kodak 

Brasileira Com. e Ind. Ltda, São José dos Campos, SP, Brasil), mantidas à 

temperatura de 20ºC. 

Desta forma, foi obtido um filme radiográfico com os sinais de 

quimioluminiscência detectados pelas sondas de DNA, onde as linhas horizontais 

representam as amostras e a verticais as sondas de DNA, propiciando um formato de 

“tabuleiro de xadrez” (figura 3 H e 6). 

 

 
 

Figura 6 - Representação esquemática do padrão de Hibridação entre as bactérias presentes nas amostras e as 
sondas de DNA (Técnica Checkerboard DNA-DNA Hybridization). 
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A leitura dos filmes radiográficos foi realizada por um único examinador 

calibrado (Kappa > 0,8) e cego com relação aos grupos avaliados. A leitura foi 

realizada 2 vezes, em dias diferentes, para conferência de resultados. Quando as 

leituras não foram coincidentes, foi realizada uma terceira leitura dos resultados para 

aquela amostra. A intensidade de cada sinal produzido por uma determinada sonda 

na suspensão microbiana oriunda dos aparelhos removíveis foi comparada ao sinal 

produzido pela mesma sonda nas 2 linhas de controles contendo 105 e 106 bactérias. 

A sensibilidade foi ajustada para permitir a detecção de 104 células das espécies que 

estavam sendo avaliadas pelo ajuste de concentração das sondas de DNA.  

A fim de facilitar a anotação dos resultados em fichas elaboradas 

especificamente para esse fim, foram empregados os seguintes escores: 

- Escore 0: registrado quando não houve detecção de sinal de 

quimioluminiscência.  

- Escore 1: quando observou-se um sinal menos intenso que o controle 

de 105 células. 

- Escore 2: sinal equivalente a 105 células.  

- Escore 3: sinal entre 105 e 106 células.  

- Escore 4: sinal equivalente a 106 células.  

- Escore 5: sinal equivalente a mais de 106 células.  

A análise estatística foi efetuada convertendo-se os escores em valores 

numéricos originais (Tabela 2). Esses registros foram utilizados para determinar os 

níveis das diferentes espécies microbianas investigadas nas diferentes amostras.  
 

Tabela 2 - Conversão dos escores em valores numéricos originais, para cada microrganismo avaliado nas 
suspensões microbianas oriundas dos aparelhos ortodônticos removíveis, in vivo, pela técnica 
Checkerboard DNA-DNA Hybridization 

Escore Nível de detecção do microrganismo Número de microrganismos 

0 Não detectado 0 

1 Menos de 105 células 10.000 (1X104)

2 Aproximadamente 105 células 100.000 (1X105)

3 Entre 105 e 106 células 500.000 (5X105)

4 Aproximadamente 106 células 1.000.000 (1X106)

5 Mais de 106 células 10.000.000 (1X107)
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3.7 Análise Estatística 

 

A fim de verificar se a aleatorização dos indivíduos nos grupos Controle 

e Experimental foi adequada, foram empregados os testes de Fisher para 

comparação da proporção dos gêneros e teste t para comparação das médias das 

idades. 

Por se tratar de um delineamento duplo-cego cruzado e placebo-

controlado, foi avaliado se houve efeito carryover entre a primeira e segunda 

semanas do grupo tratamento e a primeira e segunda semanas do grupo controle, 

por meio do teste Wilcoxon. 

A fim de avaliar o nível de contaminação dos aparelhos removíveis por 

cada um dos 40 microrganismos avaliados, assim como a eficácia do uso de spray 

com gluconato de clorexidina a 0,12%, a quantidade detectada de células das 

diferentes espécies bacterianas foi comparada nos aparelhos removíveis dos grupos 

Controle e Experimental, por meio do teste de Wilcoxon para dados pareados. 

Todos os testes empregados para análise estatística foram efetuados, 

utilizando o software SAS (Statistical Analysis System) for Windows versão 9.1.3 

(SAS Institute Inc. Cary, NC, USA). 

O nível de significância adotado foi de 5%. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Da aleatorização dos indivíduos 

 

Os 20 pacientes (100%) selecionados para o estudo participaram do 

mesmo até a sua conclusão. 

Os resultados da análise da aleatorização dos indivíduos nos grupos 

Controle (primeira semana) e Experimental (segunda semana) encontram-se na 

Tabela 3. Com relação à idade e ao gênero não houve diferença estatisticamente 

significante entre os indivíduos sorteados para a primeira e segunda semana. Na 

primeira semana foram sorteados para o grupo controle 55,6% dos indivíduos do 

gênero masculino e 44,4% do gênero feminino, enquanto que no grupo Experimental 

45,4% eram do gênero masculino e 54,6% do gênero feminino (p=0,99). Em relação 

à idade, na primeira semana a média foi de 9,4 comparando com 8,5 da segunda 

semana (p=0,14). 

 
Tabela 3  - Caracterização comparativa dos indivíduos dos grupos Controle (uso de spray com solução placebo) 

e Experimental (uso de spray com gluconato de clorexidina a 0,12%) 

  

1o semana 2º semana P  Total 

Sexo 

Masculino 

Feminino 

 

9 

11 

 

55,6% 

44,4% 

 

45,4% 

54,6% 

 

0,99* 

Idade 

(média, DP) 
 

 

20 

 

9,4 (1,3) 

 

8,5 (1,3) 

 

0,14# 

*Valor de p para teste de Fisher 

# valor de p para teste t 

 

 
Por se tratar de um delineamento duplo-cego cruzado e placebo-

controlado, verificou-se se houve efeito carryover entre os pares de tratamento e os 

pares de controle. Após análise estatística, conclui-se que o delineamento foi 

adequado, pois não houve diferença significante entre as duas semanas do grupo 

experimental e nem entre as duas semanas do grupo controle (p> 0,05) (Apêndice A 

e B). 
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4.2 Da ocorrência de 40 espécies de microrganismos nos aparelhos 

ortodônticos removíveis  

 

De acordo com os resultados obtidos observou-se que todos os 

aparelhos ortodônticos removíveis do grupo Controle (spray de solução placebo) 

encontravam-se contaminados por pelo menos um dos microrganismos avaliados, 

sendo que S. sanguinis, S. oralis, S. gordonii e E. corrodens, ocorreram em 100% 

dos aparelhos. 

A espécie menos prevalente foi T.denticola, tendo sido encontrada em 

55% dos aparelhos. A porcentagem de ocorrência de cada um dos 40 

microrganismos avaliados está apresentada na Figura 7.  
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Figura 7 - Porcentagem de ocorrência dos 40 microrganismos avaliados, em aparelhos ortodônticos removíveis 

do grupo Controle, por meio da técnica Checkerboard DNA-DNA Hybridization. 
 

 
A figura 8 apresenta a ocorrência dos microrganismos presentes nos 

aparelhos ortodônticos removíveis do grupo controle, agrupadas por complexos 

microbianos, grupo dos Actinomyces e bactérias cariogênicas. 
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Figura 8 - Prevalência das bactérias presentes nos aparelhos ortodônticos removíveis do grupo Controle, 
agrupadas por complexos microbianos, grupo dos Actinomyces e bactérias cariogênicas. 

 

 
Avaliando as bactérias por complexos, pôde-se observar que as 

bactérias periodontopatogênicas pertencentes ao complexo vermelho foram 

evidenciadas em maiores quantidades do que as pertencentes ao complexo laranja. 

Dentre os demais complexos de microrganismos não associados com patologias 

específicas, o complexo roxo apresentou-se em maiores quantidades, estando 

presente em 34% das amostras. 

Com relação à análise semi-quantitativa, o número total das 40 

espécies de microrganismos variou de 410.000 a 69.210.000, com mediana de 

21.800.000. 

A distribuição da quantidade de cada microrganismo avaliado no grupo 

Controle encontra-se na tabela 4. 

 



_____________________________________________________________________________Resultados      40 

Tabela 4 - Quantificação dos microrganismos presentes nos aparelhos ortodônticos removíveis do Grupo 
Controle (spray de solução placebo 

 
Microrganismo M(Q1-Q3) Microrganismo M(Q1-Q3) 

Bactérias cariogênicas  Complexo verde  

L. acidophilus 
10.000 

(10.000-55.000) 
C. gingivalis 

500.000 

(55.000-1.000.000) 

L. casei 
10.000 

(10.000-55.000) 
C. sputigena 

100.000 

(10.000-500.000) 

S. mutans 
500.000 

(55.000-1.000.000) 
E.  corrodens 

500.000 

(100.000-1.000.000) 

S. sobrinus 
500.000 

(100.000-1.000.000) Complexo laranja  

Grupo dos Actinomyces  
C. gracilis 

10.000 

(0- 500.000) 

A. gerencseriae 
100.000 

(10.000-300.000) 
C. rectus 

10.000 

(10.000-500.000) 

A. israelii 
55.000 

(10.000-100.000) 
C. showae 

55.000 

(10.000-500.000) 

A. naeslundii I 
100.000 

(10.000-100.000) 
C. ochracea 

100.000 

(10000-500000) 

A. naeslundii II 

500.000 

(500.000-1.000.000) 

 

F. nucleatum sp nucleatum 
300.000 

(55.000-1.000.000) 

A. odontolyticus I 
300.000 

(55.000 - 500.000) 
F. nucleatum sp vincentii 

300.000 

(55.000-1.000.000) 

Complexo roxo 
 F. nucleatum sp polymorphum 

100.000 

(10.000-500.000) 

V. parvula 
1.000.000 

(500000-10000000) 
F. periodonticum 

1.000.000 

(100000-5500000) 

 Complexo amarelo 
 P. intermedia 

10.000 

(5000-100000) 

A. actinomycetemcomitans 
100.000 

(10.000-500.000) 
P. melaninogenica 

500.000 

(55.000 -1.000.000) 

L. buccalis 
100.000 

(10.000-500.000) 
P. nigrescens 

100.000 

(10.000-500.000) 

P. acnes 
10.000 

(0-55.000) 
S. noxia 

100.000 

(0- 500.000) 

S. anginosus 
500.000 

(55.000-500.000) Complexo vermelho 
 

S. constellatus 
300.000 

(55.000-500.000) 
E. nodatum 

10.000 

(0 - 55.000) 

S. gordonii 
1.000.000 

(500000-1000000) 
P. gingivalis 

100.000 

(10.000 -500.000) 

S. intermedius 
300.000 

(55.000-500.000) 
T. forsythia 

10.000 

(0 - 300.000) 

S. mitis 
750.000 

(500.000 -1.000.000) 
T. denticola 

10.000 

(0 -300.000) 

S. oralis 
500.000 

(300.000-1.000.000) 
T. socranskii 

100.000 

(10.000 -1.000.000) 

S. sanguinis 
1.000.000 

(500.000-1.000.000) 
  

Os valores referentes ao número total de microrganismos encontram-se expressos como M(Q1-Q3), onde M= mediana, Q1= 
primeiro quartil e Q3= terceiro quartil. 
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Os microrganismos encontrados em maiores quantidades, dentre todas 

as sondas avaliadas foram V. parvula, F. periodonticum, S. gordoni e S. sanguinis. 

Com relação às sondas para microrganismos cariogênicos, S. mutans e 

S. sobrinus foram encontrados em quantidades maiores que L. acidophilus e L. casei, 

enquanto que A. naeslundii II foi a espécie observada em maior quantidade no grupo 

dos Actinomyces. 

Dentre os microrganismos pertencentes ao complexo amarelo, as 

espécies presentes em maiores quantidades foram S. gordoni, S. sanguinis e S. mitis. 

Com relação às três espécies bacterianas pertencentes ao complexo verde, C. 

gingivalis e E. corrodens foram encontradas em maiores quantidades, seguidas de C. 

sputigena. 

A espécie do complexo laranja encontrada em maior quantidade nos 

aparelhos ortodônticos removíveis avaliados foi F. periodonticum. Com relação ao 

complexo vermelho, o microrganismo que apresentou maior ocorrência foi P. 

gingivalis e T. socranskii. 

 

4.3 Da eficácia da clorexidina sobre microrganismos cariogênicos 

 

Após o uso do spray de gluconato de clorexidina a 0,12% nos aparelhos 

ortodônticos removíveis (Grupo Experimental), observou-se uma diminuição 

estatisticamente significante dos seguintes microrganismos cariogênicos: 

Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus e Lactobacillus acidophilus (p<0,05). 

No entanto, para os Lactobacillus casei, não houve redução significante (p= 0,3711). 

Os resultados das comparações entre os Grupos Controle (uso de spray com solução 

placebo) e Experimental (uso de spray com gluconato de clorexidina a 0,12%) pode 

ser evidenciada na Tabela 5 e Figura 9. 
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Tabela 5 - Resultados das comparações entre os grupos Controle (uso de spray com solução placebo) e 
Experimental (uso de spray com gluconato de clorexidina a 0,12%), com relação aos diferentes 
microrganismos cariogênicos avaliados 

Microrganismo Grupo Controle Grupo Experimental p*

 M(Q1-Q3) M(Q1-Q3)  

 

S. mutans 

500.000

(55.000-1.000.000) 

10.000

(5000-100.000) 
0,0001 

 

S. sobrinus 

500.000

(100.000-1.000.000) 

100.000

(5000-300.000) 
0,0005 

 

L. casei  

10.000

(10.000-55.000) 

10.000

(5000-10000) 
0,3711 

 

L. acidophilus 

10.000

(10.000-55.000) 

10.000

(0-10.000) 
0,0244 

 

Total de microrganismos 

cariogênicos 

 
1.020.000 

(0-3.000.000) 

 

130.000 

(0-2.200.000) 

 

0,0002 

* valor de p para o teste de Wilcoxon pareado 
Os valores encontram-se expressos como M(Q1-Q3), onde M= mediana, Q1= primeiro quartil e Q3= terceiro quartil. 
 

 

Com relação à análise semi-quantitativa, o número total de 

microrganismos das 4 espécies de microrganismos cariogênicos nos indivíduos do 

grupo Experimental variou de 0 a 2.200.000, com mediana de 130.000.  

Quando comparado ao grupo Controle, observou-se que o número total 

de microrganismos no grupo Experimental foi menor. A mediana do total de 

microrganismos foi de 1.020.000 no grupo Controle e de 130.000 no grupo 

Experimental, sendo essa diferença significante (p=0,0002), evidenciando a eficácia 

do spray de solução à base de clorexidina. 
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Figura 9 - Comparação do número total de microrganismos entre os grupos Controle (spray com solução 
placebo) e Experimental (spray com solução de gluconato de clorexidina a 0,12%) para os 
microrganismos cariogênicos. 

 

 

4.4 Da eficácia da clorexidina sobre microrganismos periodontopatogênicos 

dos complexos laranja e vermelho 

 

Após o uso de spray com gluconato de clorexidina a 0,12% nos 

aparelhos ortodônticos removíveis, observou-se uma diminuição numérica de todos 

os microrganismos periodontopatogênicos dos complexos laranja e vermelho 

avaliados. Essa redução (grupo Experimental) foi estatisticamente significante 

quando os dois grupos foram comparados (p<0,05), com exceção apenas do T. 

socranskii, o qual não apresentou diferença significante em relação ao grupo controle 

(p>0,05) (Figura 10 e Tabela 6). 
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Figura 10 - Comparação do número total de microrganismos entre os grupos Controle (spray com solução 

placebo) e Experimental (spray com solução de gluconato de clorexidina a 0,12%) para os 
microrganismos periodontopatogênicos. 
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Tabela 6  - Resultados das comparações entre os grupos Controle (uso de spray com solução placebo) e 
Experimental (uso de spray com gluconato de clorexidina a 0,12%), com relação aos diferentes 
microrganismos periodontopatogênicos dos complexos laranja e vermelho avaliados 

Microrganismo Grupo Controle Grupo Experimental p*

 M(Q1-Q3) M(Q1-Q3)  

Complexo laranja    

C. gracilis 
10.000 

(0-500.000) 

0 

(0-10.000) 
0,0010 

C. rectus 
10.000 

(10.000-500.000) 

5000 

(0-10.000) 
0,0098 

C. showae 
55.000 

(10.000-500.000) 

5000 

(0-10.000) 
0,0071 

C. ochracea 
100.000 

(1.0000-500.000) 

10.000 

(0-100.000) 
0,0161 

F. nucleatum ss nucleatum 
300.000 

(55.000-1.000.000) 

100.000 

(5000-100.000) 
0,0015 

F. nucleatum ss vincentii 
300.000 

(55.000-1.000.000) 

10.000 

(0-100.000) 
<0,0001 

F. nucleatum ss polymorphum 
100.000 

(10.000-500.000) 

10.000 

(0-100.000) 
0,0198 

F. periodonticum 
1.000.000 

(100.000-5.500.000) 

100.000 

(0-500.000) 
0,0005 

P. intermedia 
10.000 

(5000-100.000) 

0 

(0-10.000) 
0,0073 

P. melaninogenica 
500.000 

(55.000-1.000.000) 

100.000 

(0-100.000) 
0,0034 

P. nigrescens 
100.000 

(10.000-500.000) 

10.000 

(0-100.000) 
0,0001 

S. noxia 
100.000 

(0-500.000) 

10.000 

(0-55.000) 
0,0002 

Complexo vermelho    

E. nodatum 
10.000 

(0-55.000) 

0 

(0-10.000) 
0,0020 

P. gingivalis 
100.000 

(10.000-500.000) 

5000 

(0-100.000) 
0,0045 

T. forsythia  
10.000 

(0-300.000) 

0 

(0-10.000) 
0,0137 

T. denticola 
10.000 

(0-300.000) 

0 

(0-10.000) 
0,0078 

T. socranskii  
100.000 

(10.000-1.000.000) 

55.000 

(0-100.000) 
0,0903 

* valor de p para o teste de Wilcoxon pareado 
   Os valores encontram-se expressos como M(Q1-Q3), onde M= mediana, Q1= primeiro quartil e Q3= terceiro quartil. 
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Com relação à análise semi-quantitativa, o número total de 

microrganismos das 17 espécies periodontopatogênicas dos complexos vermelho e 

laranja nos indivíduos do grupo Experimental variou de 0 a 34.420.000 com mediana 

de 1.045.000 

Quando comparado ao grupo Controle, observou-se que o número total 

de microrganismos no grupo Experimental foi menor. A mediana do total de 

microrganismos foi de 3.005.000 no grupo Controle e de 1.045.000 no grupo 

Experimental, sendo essa diferença significante (p=0,0024), evidenciando a eficácia 

dos bochechos com solução à base de clorexidina (Tabela 7). 

Quando os microrganismos foram avaliados por complexos, foi 

observada diferença significante em ambos os complexos (laranja e vermelho), com 

contagens menores de bactérias após o uso do spray de solução de gluconato de 

clorexidina a 0,12% (p< 0,05) (Tabela 7). 

 
Tabela 7 - Resultados das comparações entre os grupos Controle (uso do spray de solução placebo) e 

Experimental (uso do spray de gluconato de clorexidina a 0,12%), com relação ao total de 
microrganismos detectados e à detecção de microrganismos dos complexos laranja e vermelho 

Microrganismos Grupo Controle Grupo Experimental p*

 M(Q1-Q3) M(Q1-Q3)  

Total de 

microrganismos 

(Complexos laranja 

+ vermelho) 

3.005.000 

(0-43.500.000) 

1.045.000 

(0-34.420.000) 

 

0,0024 

 

Complexo laranja 

 
2185000 

(0-39000000) 
 
 

 
400000 

(0-23800000) 
 

 

0,0004 

 

Complexo vermelho 

 
65000 

(0–11600000) 
 

 
120000 

(0–10620000) 
 
 

 
0,0342 

 

*: valor de p para o teste de Wilcoxon. 
Os valores encontram-se expressos como M(Q1-Q3), onde M= mediana, Q1= primeiro quartil e Q3= terceiro quartil 
 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



_____________________________________________________________________________Discussão    48 

5 DISCUSSÃO 

 

5.1 Da metodologia 

 

O presente estudo clínico foi duplo-cego cruzado, placebo-controlado e 

randomizado. A principal vantagem desse delineamento é eliminar a grande variação 

existente entre indivíduos em resposta a um tratamento, tendo em vista que todos 

os indivíduos são submetidos a todos os tratamentos (Tenuta, 2003). Este tipo de 

amostragem tem como objetivo minimizar a incorporação de vieses, os quais 

poderiam agir como fatores de confusão, interferindo nos resultados obtidos. Optou-

se pela realização de um estudo clínico randomizado, pois esse representa o “padrão 

ouro” (delineamento ideal) das pesquisas que avaliam a eficácia clínica de materiais 

e técnicas de tratamento (Fletcher et al., 2002). Todos os elementos da população 

têm igual probabilidade de pertencer à amostra, e todas as possíveis amostras têm 

também igual probabilidade de ocorrer (Costa Neto, 2002).  

Um dos principais problemas do delineamento cruzado é o efeito 

carryover, observado quando o efeito da primeira semana do grupo experimental 

interfere nos resultados da segunda semana do grupo experimental o mesmo 

podendo ocorrwer com o grupo controle. No presente estudo, para evitar este 

possível efeito residual, incluímos um período de wash-out de 15 dias e após análise 

estatística, evidenciou-se que o delienamento foi adequado, tendo em vista que não 

houve efeito carryover (p>0,05). 

Outro aspecto importante para a confiabilidade dos resultados é que de 

acordo com a análise estatística da aleatorização dos indivíduos que participaram dos 

grupos Controle e Experimental, observou-se que não houve diferença entre os 2 

grupos com relação ao gênero e à idade (p>0,05), evidenciando que a aleatorização 

foi adequada. 

A fim de minimizar ainda mais os possíveis fatores de confusão que 

pudessem interferir nos resultados, após a instalação dos aparelhos ortodônticos 

removíveis, o material para higiene (escova e dentifrício padronizados) e desinfecção 

(frascos plásticos com solução placebo ou experimental) foi entregue aos indivíduos 

participantes do estudo, que receberam as orientações com relação à maneira e 
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freqüência da escovação e de uso do spray, de acordo com cada grupo, efetuada por 

um mesmo profissional cirurgião-dentista. Salienta-se que os indivíduos não tinham 

conhecimento de qual solução (placebo ou com clorexidina) estavam utilizando para 

os bochechos. 

Apesar desses cuidados acreditamos que, assim como em qualquer 

pesquisa clínica, alguns fatores inerentes à colaboração e dedicação por parte dos 

indivíduos que participaram do estudo possam ter apresentado alguma influência nos 

resultados. Como relatado por Featherstone (2006), a eficácia do uso domiciliar da 

clorexidina pode ter seu potencial subestimado, tendo em vista a necessidade da 

colaboração do paciente, para obter o resultado esperado. 

A técnica Checkerboard DNA-DNA Hybridization, amplamente utilizada 

em Odontologia (Ruviére et al., 2007; Youravong et al., 2007; Filoche et al., 2008; 

Teles et al., 2008; Matarazzo et al., 2008; Vianna et al., 2008; Siqueira e Rôças, 

2009; Máximo et al., 2009; Nascimento et al., 2009; Gizani et al., 2009; Papaioannou 

et al., 2009; Ioannou et al., 2009; Adriaens et al., 2009), foi empregada nesse 

estudo como método para a detecção de microrganismos em aparelhos ortodônticos 

removíveis in vivo. A técnica Checkerboard DNA-DNA Hybridization, preconizada por 

Sockransky et al. em 1994, é um método de diagnóstico que oferece vantagens em 

relação aos métodos tradicionais de cultura microbiana, incluindo a detecção de 

microrganismos de desenvolvimento lento, nutricionalmente exigentes, além da 

detecção da microbiota não cultivável. Também é um método preciso e mais rápido 

que o empregado na técnica da reação em cadeia da polimerase (PCR) (Siqueira et 

al., 2000; Moraes et al., 2002). 

Outras vantagens da técnica incluem: permitir a avaliação de várias 

espécies bacterianas em um grande número de amostras de uma única vez; permitir 

a detecção de microrganismos menos comuns, não identificáveis por técnicas de 

cultura microbiana e apresentar alta especificidade (92%); e permitir a detecção sem 

a necessidade de amplificação. Entretanto, apresenta algumas limitações como a 

sensibilidade, não sendo uma técnica tão sensível quanto o PCR por permitir a 

detecção de um número a partir de 104 células, sendo por isso um método semi-

quantitativo, além de detectar apenas espécies cujas sondas foram previamente 

selecionadas (Socransky et al., 1998; Socransky et al., 2004). 
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As espécies bacterianas selecionadas para este estudo foram espécies 

encontradas com frequência na cavidade bucal, associadas ou não com patologias 

específicas, as quais podem ocorrer durante o tratamento ortodôntico, incluindo a 

cárie dental e a doença periodontal. 

As 17 sondas de DNA de microrganismos periodontopatogênicos dos 

complexos vermelho e laranja utilizadas nesse estudo foram selecionadas por 

estarem altamente relacionadas com a presença de inflamação gengival e doença 

periodontal crônica (Socransky et al., 1998; Socransky e Haffajee, 2005; Haffajee et 

al., 2008). 

As 4 sondas de DNA de microrganismos cariogênicos utilizadas nesse 

estudo (S. mutans, S. sobrinus, L. casei e L. acidophilus) foram selecionadas devido 

ao seu importante papel na etiologia e desenvolvimento da cárie dental (Ajdic et al., 

2002; Berkowitz, 2003; McNeill e Hamilton, 2003; Fejerskov e Kidd, 2005; Badet e 

Thebaud, 2008; Saito et al., 2009). 

No presente estudo, os pacientes receberam aparelhos ortodônticos 

removíveis, compostos de placa de acrílico e grampos com ancoragem nos primeiros 

molares permanentes superiores. Bagatin-Rossi, em 2007, avaliou a contaminação 

das partes poliméricas (placa de acrílico) e metálicas (fios e bandas) dos disjuntores 

de Haas evidenciando que esses aparelhos se tornaram intensamente contaminados 

por estreptococos do grupo mutans, com exuberante desenvolvimento de biofilme no 

acrílico, nas bandas e nas demais áreas dos aparelhos (fios e parafuso). 

No presente estudo o material utilizado para confecção da base acrílica 

dos aparelhos ortodônticos removíveis foi o polimetilmetacrilato (PMMA), sob a forma 

de esferas de pó e monômero líquido (metilmetacrilato) (Jagger et al., 1999). A 

maneira como geralmente esses componentes são misturados pode levar a uma falta 

de uniformidade na conversão da matriz resinosa, com presença de monômero 

residual. Como resultado, pode haver descoloração da resina, possibilidade de 

reações alérgicas (Eliades e Brantley, 2000) e maior sorpção de água (Dogan et al., 

1995), com interferência nas propriedades mecânicas dos polímeros. Assim, falhas 

nessa mistura podem favorecer o aparecimento de porosidades que, quando 

presentes na superfície do aparelho, dificultam ou impossibilitam sua limpeza diária 

adequada, permitindo a retenção de resíduos e o desenvolvimento de 

microrganismos, os quais podem penetrar e se manter viáveis a uma profundidade 
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que varia de 1 a 2 micrometros (Davenport, 1972), comportando se como uma 

esponja (Martins-Ortiz et al., 2004). Segundo Arendorf e Addy (1985) e Jorge et al. 

(1987), o acrílico do aparelho, mesmo quando adequadamente polido, atua como 

uma superfície rígida não-descamativa, propícia à formação de biofilme, o que pode 

ser considerado um fator adicional para aquisição de estomatites, como infecções 

fúngicas na mucosa bucal. A maneira de confeccionar os aparelhos ortodônticos 

removíveis empregada nesse trabalho foi padronizada, como descrito nos estudos de 

Sreenivasan et al. (2004) e Auschill et al. (2005) e realizada por um único 

profissional. Com o objetivo de reduzir as irregularidades e porosidades da resina 

acrílica, realizamos o polimento químico, a fim de tornar a superfície do aparelho 

menos susceptível à retenção/adesão de microrganismos. 

No presente estudo, empregamos a forma de spray para a desinfecção 

dos aparelhos, como preconizado por Lessa et al. (2007). Os métodos de desinfecção 

de aparelhos acrílicos devem ser capazes de promover a inativação rápida dos 

microrganismos patogêncos, sem causar efeitos adversos à estrutura do aparelho 

(Pavarina et al., 2003). A desinfecção por imersão em soluções químicas pode 

comprometer a estrutura da resina acrílica, devido à sua propriedade de absorção de 

moléculas de água. Por essa razão realizamos a desinfecção com frasco de spray, 

contendo a solução de clorexidina, a qual foi borrifada no aparelho, a fim de evitar 

distorções que provavelmente ocorreriam por imersão. 

A substância ideal para desinfecção de aparelhos ortodônticos deveria 

ser bactericida e apresentar um amplo espectro de ação, ser atóxica, não 

carcinogênica e não irritante. Além disso, deveria ser de fácil uso, eficaz na remoção 

do biofilme sem provocar danos ao aparelho, quimicamente estável, não deveria 

conter álcool e deveria apresentar baixo custo (Kolstad e Petit, 1983).  Tendo em 

vista que não há um agente antimicrobiano que reúna todos os requisitos da 

substância ideal, concordamos com Moshrefi (2002) quando relatou que a clorexidina 

ainda é considerada o antimicrobiano “padrão ouro”, quando comparada aos demais 

agentes utilizados para controle do biofilme dental. Assim, no presente estudo foi 

utilizado o Periogard® no grupo Experimental, sob a forma de spray, que é uma 

solução à base de gluconato de clorexidina a 0,12%, disponível no comércio e 

amplamente utilizada na prática odontológica, com finalidades diversas (Denton, 

1991). 
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O protocolo de uso da solução placebo ou à base de clorexidina (2 

vezes por semana) foi baseado nos estudos de Peixoto et al. (2009) e de Bagatin-

Rossi (2007) que observaram, por meio de cultura microbiana e microscopia 

eletrônica de varredura, a eficácia desse protocolo sobre estreptococos do grupo 

mutans, em aparelhos removíveis de acrílico e em disjuntores de Haas, 

respectivamente. 

 

5.2 Dos resultados 

 

Da ocorrência das 40 espécies de microrganismos nos aparelhos ortodônticos 

removíveis 

A cavidade bucal apresenta inúmeras espécies de microrganismos 

presentes na saliva ou colonizando suas diferentes superfícies, sob a forma de 

biofilme (Fejerskov e Kidd, 2005). No presente estudo detectamos a ocorrência da 

maioria das 40 sondas pesquisadas, sendo que S. sanguinis, S. oralis, S. gordonii e 

E. corrodens ocorreram em 100% dos indivíduos. 

Como já salientado, vários estudos têm evidenciado um aumento nos 

níveis de microrganismos cariogênicos na cavidade bucal, após a instalação de 

aparelhos ortodônticos fixos e removíveis (Mattingly et al., 1983; Batoni el al.,2001 

Anhoury et al., 2002; Jordan e Leblanc, 2002; Leung et al., 2006; Sari e Birinci, 

2007; Lessa et al., 2007; Magno et al., 2008; Peixoto et al., 2009). No presente 

estudo, as 4 sondas cariogênicas empregadas (S. mutans, S. sobrinus, L. casei e L. 

acidophilus) foram detectadas na maioria das amostras dos aparelhos ortodônticos 

removíveis do grupo Controle, evidenciando que essas espécies são componentes 

importantes da microbiota de indivíduos com aparelhos ortodônticos removíveis. 

Em humanos, os S. mutans são mais frequentemente isolados que os S. 

sobrinus (Loesche, 1986). No presente estudo observamos que os S. sobrinus, assim 

como os S. mutans, estavam presentes na maioria dos aparelhos ortodônticos 

removíveis (90% e 95% repectivamente) do grupo Controle, em maior quantidade 

que o L. acidophilus e L. casei. Sabe-se que os S. sobrinus são microrganismos 

altamente agressivos, uma vez que são mais acidogênicos que os S. mutans (De 

Soet et al., 1990), dominando o biofilme dentário em indivíduos que fazem uso 
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irrestrito de sacarose. Por esse motivo, indivíduos que apresentam altas contagens 

de S. sobrinus na saliva ou no biofilme dental apresentam maior risco de cárie que 

indivíduos que apresentam apenas a espécie S. mutans (Kohler et al., 1988; Fujiwara 

et al., 1991; Hofling et al., 1999; Lindquist e Emilson, 2004).  

A coexistência de S. sobrinus e S. mutans parece ser um importante 

fator no desenvolvimento da cárie dental (Lindquist e Emilson, 1991). Quando ambas 

as espécies estão presentes na cavidade bucal, evidencia-se maior experiência de 

cárie nos indivíduos que quando se detecta apenas S. mutans (Kohler e Bjarnason, 

1987; Seki et al., 2006). No presente estudo, os aparelhos ortodônticos removíveis 

do grupo Controle apresentaram-se multicolonizados, ou seja, apresentaram ambas 

as espécies, S. mutans e S. sobrinus. Segundo Rupf et al. (2006), a colonização por 

S. sobrinus representa um importante fator de risco adicional para a cárie dental. 

Em 2001, Batoni et al. analisaram a contaminação bacteriana por S. 

mutans  em aparelhos ortodônticos removíveis de crianças, concluindo que o uso 

destes aparelhos pode criar novas áreas retentivas, favorecendo a aderência e 

desenvolvimento destes microrganismos. 

Assim, no presente estudo o emprego da técnica de biologia molecular 

para a detecção de microrganismos cariogênicos in vivo evidenciou que pacientes 

sob tratamento ortodôntico, com o uso de aparelhos ortodônticos removíveis, 

apresentam maior risco de cárie, também por estes se apresentarem 

multicolonizados por S. mutans e por S. sobrinus. 

A técnica Checkerboard DNA-DNA Hybridization foi empregada em 

ortodontia em apenas um estudo piloto efetuado por Anhoury et al. (2002). Esses 

autores compararam a contagem de microrganismos em 32 bráquetes metálicos e 16 

cerâmicos no total, dois de cada paciente, obtidos da região de incisivo central e pré-

molar superior no momento da descolagem do aparelho ao final do tratamento, após 

períodos não relatados de permanência na cavidade bucal. De acordo com os 

resultados obtidos, o tipo de bráquete não influenciou na contagem de 

microrganismos cariogênicos (Stretococcus mutans e Lactobacillus acidophilus). 

No presente estudo, os aparelhos ortodônticos removíveis 

encontraram-se mais densamente contaminadas por S. mutans e S. sobrinus, 

seguidos pelos L. casei e L. acidophilus, enquanto que no estudo de Anhoury et al. 
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(2002) essa contaminação foi ligeiramente maior para L. acidophilus que para S. 

mutans. Essa diferença pode ser possivelmente explicada pelo fato de que Anhoury 

et al. (2002) avaliaram bráquetes removidos no final do tratamento ortodôntico, ou 

seja, após longos períodos de permanência na cavidade bucal, o que pode ter 

aumentado a colonização posterior por lactobacilos. 

Com relação aos lactobacilos, Sari e Birinci (2007), em um estudo por 

meio de cultura microbiana, observaram que após a instalação de aparelhos 

ortodônticos fixos com bráquetes os níveis de S.mutans foram de 460 unidades 

formadoras de colônia (log/ml), enquanto que os níveis de lactobacilos foram bem 

menores, na ordem de 34 unidades formadoras de colônia (log/ml). No presente 

estudo, empregando técnica de biologia molecular, também se observou que a 

detecção de lactobacilos foi menor, ou seja, os aparelhos ortodônitcos removíveis 

encontravam-se mais densamente contaminados por S. mutans e S. sobrinus, 

seguidos pelos L. acidophilus e L. casei. 

Um dos problemas clínicos mais freqüentes durante o tratamento 

ortodôntico é a ocorrência de alterações inflamatórias nos tecidos gengivais, 

incluindo a gengivite (Zachrisson e Zachrisson, 1972; Sallum et al., 2004). As 

alterações locais que ocorrem após a instalação de aparelhos ortodônticos fixos 

elevam a prevalência de microrganismos periodontopatogênicos no biofilme dental, 

exacerbando a gengivite em pacientes portadores de bráquetes (Sallum et al., 2004; 

Lee et al., 2005). Com relação aos aparelhos ortodônticos removíveis, ainda não há 

na literatura estudos que relacionem o uso deste aparelho com alterações 

periodontais. 

Como anteriormente já salientado, as espécies de microrganismos 

periodontopatogênicos dos complexos vermelho e laranja estão altamente 

relacionadas com a presença de inflamação gengival e doença periodontal crônica 

(Socransky et al., 1998; Socransky e Haffajee, 2005; Haffajee et al., 2008). De 

acordo com os resultados do presente estudo, empregando a técnica Checkerboard 

DNA-DNA Hybridization, verificou-se que os aparelhos ortodônticos removíves 

também podem atuar como nichos para a colonização por microrganismos 

periodontopatogênicos dos complexos laranja e vermelho podendo favorecer, assim, 
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a inflamação gengival pois muitas vezes estão situados em íntima proximidade com 

os tecidos moles da cavidade bucal, incluindo palato e tecidos gengivais. 

Empregando outras técnicas de biologia molecular, como o PCR, alguns 

estudos também têm relatado a presença de patógenos periodontais no biofilme 

supra e subgengival, durante o tratamento ortodôntico (Sallum et al., 2004; Lee et 

al., 2005; Thornberg et al., 2009). No presente estudo, observamos que os 

aparelhos ortodônticos removíveis se encontravam contaminados por 

microrganismos periodontopatogênicos dos complexos laranja e vermelho com maior 

prevalência para os microrganismos do complexo vermelho (35%). Assim, verifica-se 

que esses periodontopatógenos também podem ser considerados componentes 

importantes da microbiota de indivíduos com aparelhos ortodônticos removíveis. 

As espécies dos complexos amarelo, verde, roxo e o grupo dos 

Actinomyces são microrganismos que não estão relacionados com doenças 

específicas e geralmente colonizam o biofilme dental previamente às espécies dos 

complexos laranja e vermelho. De acordo com os resultados do estudo de Anhoury 

et al. (2002), o grupo dos Actinomyces foi encontrado em maiores quantidades em 

bráquetes que as bactérias dos complexos amarelo, verde e roxo. No presente 

estudo efetuado com aparelhos ortodônticos removíveis, o complexo roxo foi 

encontrada em maior quantidade quando comparada aos microrganismos dos 

complexos amarelo, verde e grupo dos Actinomyces. 

Pelo exposto, verificou-se que os aparelhos ortodônticos removíveis 

encontravam-se multicolonizados por diferentes espécies de microrganismos. 

Conforme salientado por Martins-Ortiz et al. (2004), no consultório odontológico não 

são tratados apenas pacientes sistemicamente saudáveis, mas também cardiopatas, 

diabéticos e imunodeprimidos, entre outros, justificando a necessidade de cuidados 

adicionais. Assim, em pacientes portadores de aparelhos ortodônticos removíveis, o 

controle da contaminação microbiana por meio do uso de agentes químicos é 

fundamental, não apenas para reduzir o risco de doenças prevalentes como cárie 

dental e doença periodontal, mas também para preservar a saúde geral do paciente 

e reduzir o risco de bacteremias. 
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Da eficácia da clorexidina sobre os microrganismos cariogênicos e 

periodontopatogênicos 

Em Ortodontia, observa-se que a clorexidina vem sendo empregada 

para redução dos níveis de microrganismos cariogênicos, sob a forma de bochecho 

(Amitha e Munshi, 1995; Gehlen et al., 2000; Auschill et al., 2005; Maruo et al. 2008) 

ou spray (Lessa et al., 2007; Peixoto et al., 2009). Os resultados desses estudos, 

realizados com o emprego da técnica de cultura microbiana, evidenciaram a eficácia 

desse agente antimicrobiano, em diferentes protocolos de aplicação. Entretanto, a 

eficácia deste agente antimicrobiano sobre os microrganismos cariogênicos e sobre 

patógenos periodontais, na clínica ortodôntica, ainda não tinha sido verificada por 

meio de técnicas moleculares. 

A clorexidina é uma biguanida (Hidalgo e Dominguez, 2001), 

descoberta na década de 40 por pesquisadores que buscavam desenvolver agentes 

antimalária (Parson, 1974). Embora nunca tenha sido utilizada no tratamento da 

malária, este agente antimicrobiano é amplamente utilizado na área médica, para o 

tratamento de queimaduras e anti-sepsia da pele, mãos e braços (Hidalgo e 

Dominguez, 2001), entre outras utilizações. A clorexidina tem sido empregada 

topicamente para o controle do biofilme dental desde 1959, porém foi a partir do 

estudo clássico de Loe et al., em 1976, que o seu uso se popularizou na Odontologia, 

particularmente em função do seu amplo espectro de ação, ou seja, sua eficácia 

contra microrganismos Gram-positivos, Gram-negativos, aeróbios, anaeróbios 

facultativos, leveduras e vírus (Hidalgo e Dominguez, 2001). 

A atividade antimicrobiana da clorexidina origina-se de sua carga 

positiva em pH fisiológico, facilitando sua adesão de forma não específica à parede 

bacteriana, carregada negativamente. Esta interação ocasiona uma alteração no 

equilíbrio osmótico bacteriano, com extravasamento de potássio e fósforo e 

precipitação do citoplasma, com conseqüente morte da bactéria (Hidalgo e 

Dominguez, 2001). Adicionalmente, a adesão deste agente antimicrobiano à bactéria 

e às glicoproteínas salivares interfere na formação da película adquirida e na 

adsorção bacteriana ao dente (Rolla e Melsen, 1975).  

A atividade antimicrobiana da clorexidina, in vivo, em parte é 

decorrente do seu efeito prolongado (substantividade), que é a propriedade de se 
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adsorver, reversivelmente, à mucosa bucal, película adquirida, proteínas salivares e 

hidroxiapatita (Rolla et al., 1971), sendo lentamente liberada na cavidade bucal por 

até 24 horas (Gjermo et al., 1974). Quando utilizada topicamente, a clorexidina é 

uma substância segura, com baixo potencial de toxicidade (Loe et al., 1976; Fardal e 

Turnbull, 1986; Thylstrup e Fejerskov, 2001), não ocasionando alterações nas 

bactérias nem induzindo a seleção de cepas mutantes resistentes (Sreenivasan e 

Gaffar, 2002).  

Por outro lado, o uso prolongado da clorexidina pode ocasionar efeitos 

colaterais, como pigmentação marrom-amarelada da estrutura dental e restaurações, 

alterações na sensação gustativa (Fardal e Turnbull, 1986), sabor amargo e 

pigmentação do dorso da língua, entre outros (Fardal e Turnbull, 1986; Thylstrup e 

Fejerskov, 2001). 

Em 1997, Anderson et al. compararam clinicamente o efeito de 

bochechos com gluconato de clorexidina a 0,12%, 2 vezes ao dia, por 1, 2 e 3 

meses, em 30 adolescentes sob tratamento ortodôntico. Após 3 meses, o índice de 

descoloração apresentou maiores escores no grupo que empregou os bochechos com 

clorexidina, no entanto, sem diferença estatisticamente significante com relação ao 

grupo controle (bochechos com solução placebo). Os autores concluíram que o uso 

da clorexidina sob a forma de bochechos, em adição à higiene bucal mecânica, foi 

eficaz na redução do biofilme dental e da gengivite, em adolescentes sob tratamento 

ortodôntico.  

No presente estudo, não foram relatados efeitos colaterais significativos 

após o uso do gluconato de clorexidina a 0,12% no grupo Experimental, por 7 dias. 

Possivelmente, isso ocorreu em função da baixa concentração e do período de tempo 

relativamente reduzido de uso da clorexidina. Estudos adicionais são necessários, a 

fim de avaliar se o uso desse protocolo, por longos períodos, não ocasionaria efeitos 

colaterais adicionais. 

Nossos resultados são concordantes com os obtidos por Lessa et al. 

(2007) e Peixoto et al. (2009), que utilizaram a solução de gluconato de clorexidina a 

0,12% (Periogard®) para desinfecção da base de resina acrílica de aparelhos 

removíveis. No trabalho de Lessa et al. (2007) a clorexidina foi borrifada no aparelho 

uma única vez, pelo pesquisador, enquanto que Peixoto et al. (2009) avaliaram 2 
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protocolos domiciliares de uso da clorexidina, borrifada nos aparelhos uma ou duas 

vezes por semana, pelo paciente. Em ambos os trabalhos, realizados por meio da 

técnica de cultura microbiana e microscopia eletrônica de varredura, a clorexidina foi 

eficaz na redução numérica de contagem de colônias/biofilmes de estreptococos do 

grupo mutans na superfície do acrílico de aparelhos removíveis, em 100% dos casos, 

como também ocorreu no presente estudo.  

Em relação aos microrganismos periodontopatogênicos dos complexos 

laranja e vermelho, foi observada no presente estudo redução numérica em 100% 

dos casos, após o uso do spray de clorexidina. A eficácia da clorexidina utilizando a 

técnica Checkerboard DNA-DNA Hybridization foi avaliada também na Periodontia, 

em um estudo realizado por De Soete et al., em 2001. Esses autores verificaram que 

após tratamento com raspagem e alisamento radicular associado à clorexidina, 

houve redução significante para as bactérias dos complexos laranja e vermelho, o 

que está de acordo com os resultados do presente estudo. 

O protocolo de utilização do gluconato de clorexidina a 0,12%, sob a 

forma de spray, 2 vezes por semana, por 7 dias, empregado no presente estudo, 

reduziu numericamente os níveis dos microrganismos cariogênicos e 

periodontopatogênicos avaliados, evidenciando sua aplicabilidade do ponto de vista 

clínico, em aparelhos ortodônticos removíveis. 

Finalizando, a análise dos resultados obtidos no presente estudo in 

vivo, em crianças, permitiu-nos a observar uma alta ocorrência de espécies 

microbianas em aparelhos ortodônticos removíveis, os quais se apresentam 

multicolonizados, e a eficácia da clorexidina sobre microrganismos cariogênicos e 

periodontopatogênicos presentes no acrílico e grampos dos aparelhos. Tendo em 

vista que a Odontologia atual encontra-se na era da Promoção de Saúde, deve haver 

uma maior divulgação sobre a maneira adequada de higienizar e desinfectar esses 

aparelhos após sua utilização, colaborando com a manutenção da saúde bucal dos 

pacientes. Tendo em vista que a literatura relativa ao estudo da contaminação 

bacteriana de aparelhos ortodônticos removíveis, propondo métodos para sua 

desinfecção, é escassa, estudos clínicos longitudinais adicionais são necessários, a 

fim de determinar um protocolo de desinfecção padronizado para aparelhos 

ortodônticos removíveis. 
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6 CONCLUSÃO 

 

Considerando as condições específicas deste trabalho, com base nos 

resultados obtidos no estudo clínico duplo-cego cruzado e placebo-controlado 

randomizado em crianças, com o uso da técnica Checkerboard DNA-DNA 

Hybridization, pôde-se concluir que: 

 

- Os aparelhos ortodônticos removíveis encontraram-se densamente 

contaminados por diferentes espécies bacterianas. 

- O uso do spray com solução de gluconato de clorexidina a 0,12% 

ocasionou redução estatisticamente significante nos níveis de microrganismos 

cariogênicos (S. mutans, S. sobrinus e L. acidophilus). 

- O uso do spray com solução de gluconato de clorexidina a 0,12% 

ocasionou redução numérica nas 17 espécies de microrganismos 

periodontopatogênicos dos complexos laranja e vermelho avaliados. Essa redução 

não foi estatisticamente significante apenas para o T. socranskii. 

- O spray com solução de gluconato de clorexidina a 0,12%, 

empregado duas vezes por semana pode ser útil, na prática clínica, com a finalidade 

de reduzir os níveis de microrganismos cariogênicos e periodontopatogênicos, em 

aparelhos ortodônticos removíveis, compostos de grampos e acrílico. 
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APÊNDICE A 

Comparação da primeira e segunda semanas, no grupo controle, para 

verificação do efeito carryover 

Microrganismo 
Controle 1o semana 

M (Q1-Q3) 

Controle 2o semana 

M (Q1-Q3) 
p* 

Lactobacillus acidophilus 
10000 

(10000-100000) 

10000 

(10000-10000) 
0.9317 

Lactobacillus casei 
10000 

(0-100000) 

10000 

(10000-10000) 
0.8346 

Streptococcus mutans 
500000 

(10000-1000000) 

500000 

100000-1000000 
0.9368 

Streptococcus sobrinus  
500000 

(10000-500000) 

500000 

(100000-1000000) 
0.3907 

Actinomyces viscosus 
500000 

(500000-1000000) 

500000 

(500000-500000) 
0.5114 

Actinomyces gerencseriae 
55000 

(10000-500000) 

100000 

(100000-100000) 
0.9369 

Actinomyces israelii 
10000 

(10000-100000) 

100000 

(10000-100000) 
0.5775 

Actinomyces naeslundii I 
100000 

(10000-100000) 

55000 

(10000-100000) 
0.9372 

Actinomyces odontolyticus I 
500000 

10000-500000 

100000 

(100000-500000) 
0.5806 

Veillonella parvula 
1000000 

500000-10000000 

1000000 

500000-10000000 
0.8450 

Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans a + b 

300000 

(10000-500000) 

100000 

(100000-500000) 
0.9066 

Leptotrichia buccalis 
100000 

(10000-500000) 

100000 

(10000-500000) 
0.7573 

Propionibacterium acnes I + II 
10000 

(0-10000) 

10000 

(0-100000) 
0.5209 

Streptococcus anginosus 
500000 

(10000-1000000) 

500000 

(100000-500000) 
0.8130 

Streptococcus constellatus 
300000 

(100000-500000) 

300000 

(10000-500000) 
0.7482 

Streptococcus gordonii 
1000000 

(500000-1000000) 

1000000 

(1000000-1000000) 
0.4406 

Streptococcus intermedius 
300000 

(100000-500000) 

300000 

(10000-500000) 
0.9370 

Streptococcus mitis  
1000000 

(500000-1000000) 

500000 

(500000-1000000) 
0.9368 

Streptococcus oralis 
500000 

100000-1000000 

500000 

(500000-1000000) 
0.9366 
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Microrganismo 
Controle 1o semana 

M (Q1-Q3) 

Controle 2o semana 

M (Q1-Q3) 
p* 

Streptococcus sanguinis 
1000000 

(500000-1000000) 

1000000 

(500000-1000000) 

 

0.6596 

Capnocytophaga gingivalis 
500000 

(10000 -500000) 

750000 

(5000-1000000) 
0.4363 

Capnocytophaga sputigena  
55000 

(10000-100000) 

100000 

(10000-500000) 
0.6991 

Eikenella  corrodens 
300000 

(100000-1000000) 

500000 

(500000-1000000) 
0.2499 

Campylobacter gracilis  
50000 

(0-100000) 

10000 

(10000-500000) 
0.4363 

Campylobacter rectus 
10000 

(10000-10000) 

55000 

(10000-500000) 
0.4240 

Campylobacter showae 
55000 

(0-100000) 

255000 

(10000-500000) 
0.5103 

Capnocytophaga ochracea 
55000 

10000-500000 

300000 

10000-500000 
0.3150 

Fusobacterium nucleatum ss 

nucleatum  

300000 

(0-1000000) 

300000 

(100000-1000000) 
0.6141 

Fusobacterium nucleatum ss 

vincentii  

300000 

(10000-1000000) 

300000 

(100000-1000000) 
0.6674 

Fusobacterium nucleatum ss 

polymorphum  

55000 

(10000-500000) 

300000 

(10000-500000) 
0,6141 

Fusobacterium periodonticum  
750000 

(10000-10000000) 

1000000 

(100000-1000000) 
0.6987 

Prevotella intermedia 
10000 

(0-100000) 

55000 

(10000-100000) 
0.4357 

Prevotella melaninogenica 
300000 

(0-500000) 

1000000 

(500000-1000000) 
0.1304 

Prevotella nigrescens 
100000 

(0-500000) 

300000 

(10000-500000) 
0.3929 

Selenomonas noxia 
100000 

(0-500000) 

300000 

(10000-500000 
0.7552 

Eubacterium nodatum 
10000 

(0-10000) 

10000 

(0-100000) 
0.9042 

Porphyromonas gingivalis 
55000 

(10000-500000) 

300000 

(100000-500000) 
0.4574 

 

Tannerella forsythia 

10000 

(0-100000) 

55000 

(0-500000) 
0.4579 

Treponema denticola 
5000 

(0-10000) 

10000 

(0-500000) 
0.5481 

Treponema socranskii 

100000 

(10000-1000000) 

 

100000 

(100000-500000) 
0.7870 

Valores referentes ao número total de microrganismos encontram-se expressos como M(Q1-Q3), onde M= 
mediana, Q1= primeiro quartil e Q3= terceiro quartil. 
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APÊNDICE B 

Comparação da primeira e segunda semanas, no grupo tratamento, para 

verificação do efeito carryover 

Microrganismo 
Tratamento 1o semana 

M (Q1-Q3) 

Tratamento  2o semana 

M (Q1-Q3) 
p* 

Lactobacillus acidophilus 10000 
(0-10000) 

5000 
(0-10000) 0.4037 

Lactobacillus casei 10000 
(10000-10000) 

10000 
(0-10000) 0.4898 

Streptococcus mutans  
10000 

(10000-100000) 
 

10000 
(0-100000) 0.7186 

Streptococcus sobrinus ) 
100000 

(0-500000) 
 

100000 

(10000-100000) 
0.6925 

Actinomyces viscosus 
100000 

(0-500000) 
 

100000 
(0-500000) 0.6076 

Actinomyces gerencseriae 
10000 

0-100000 

10000 

0-10000 0.3810 

Actinomyces israelii 10000 
(0-100000) 

10000 
(0-10000) 0.5209 

Actinomyces naeslundii I 
10000 

(0-500000) 
 

5000 
(0-10000) 

 
0.3718 

Actinomyces odontolyticus  
100000 

(0-100000) 

10000 

(0-100000) 0.6059 

Veillonella parvula 
500000 

(0-1000000) 

300000 

(100000-1000000) 0.8461 

Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans a + b 

10000 

(0-500000) 
 

5000 

(0-100000) 0.4012 

Leptotrichia buccalis 
100000 

(10000-500000) 
 

10000 
(0-100000) 

 
0.1474 

Propionibacterium acnes I + II 
0 

(0-10000) 

0 

(0-10000) 0.6477 

Streptococcus anginosus 55000 
(10000-100000) 

10000 
(0-100000) 

 
0.5056 

Streptococcus constellatus 
10000 

(0-100000) 

5000 

(0-10000) 0.2326 

Streptococcus gordonii 
500000 

(100000-1000000) 
 

500000 
(100000-500000) 0.6937 

Streptococcus intermedius 
100000 

(0-10000) 
 

10000 

(0-100000) 0.6394 

Streptococcus mitis  500000 
(100000-500000) 

100000 
(100000-500000) 

 
0.7186 
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Valores referentes ao número total de microrganismos encontram-se expressos como M(Q1-Q3), onde M= 
mediana, Q1= primeiro quartil e Q3= terceiro quartil. 

Microrganismo 
Tratamento 1o semana 

M (Q1-Q3) 

Tratamento  2o semana 

M (Q1-Q3) 
p* 

Streptococcus oralis 
500000 

(10000-500000) 

100000 
(10000-100000) 

 
0.2006 

Streptococcus sanguinis 
500000 

(100000-1000000) 
 

500000 
(100000-500000) 0.6645 

Capnocytophaga gingivalis 100000 
(0-500000) 

10000 
(10000-100000) 0.4148 

Capnocytophaga sputigena  
10000 

(0-100000) 
 

10000 
(0-10000) 

 
0.4711 

Eikenella  corrodens 300000 
(100000-500000) 

100000 
(10000-500000) 0.3254 

Campylobacter gracilis  5000 
(0-100000) 

0 

(0-10000) 
 

0.4148 

Campylobacter rectus 10000 
(0-10000) 

0 
(0-10000) 0.3845 

Campylobacter showae 
10000 

(0-10000) 
 

0 
(0-10000) 0.4357 

Capnocytophaga ochracea 
55000 

(0-500000) 
 

10000 
(0-100000) 

 
0.5026 

Fusobacterium nucleatum ss 
nucleatum  

100000 
(10000-500000) 

100000 
(0-100000) 0.6059 

Fusobacterium nucleatum ss 
vincentii  

10000 
(0-500000) 

10000 
(0-100000) 0.8136 

Fusobacterium nucleatum ss 
polymorphum  

10000 
(0-100000) 

10000 
(0-10000) 0,6059 

Fusobacterium periodonticum 

500000 

(0-1000000) 
 

100000 

(0-500000) 
 

0.3733 

Prevotella intermedia 5000 
(0-10000) 

0 
(0-10000) 0.3216 

Prevotella melaninogenica 100000 
(0-100000) 

100000 
(0-100000) 10000 

Prevotella nigrescens 
10000 

(0-100000) 
 

5000 
(0-100000) 

 
0.5447 

Selenomonas noxia 
10000 

(0-100000) 

5000 
(0-10000) 

 
0.4933 

Eubacterium nodatum 
5000 

(0-10000) 

0 

(0-0) 
0.0571 

 

Porphyromonas gingivalis 10000 
(0-500000) 

0 
(0-100000) 0,2724 

 
Tannerella forsythia 

0 
(0-100000) 

 

5000 
(0-10000) 0.9333 

Treponema denticola 
5000 

(0-10000) 
 

0 
(0-10000) 0.3736 

Treponema socranskii 
55000 

(0-100000) 
 

55000 
(0-100000) 0.9053 
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ANEXO  
 

Ofício do comitê de ética em pesquisa envolvendo Seres Humanos 
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